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 第 1 章では、性決定・性分化機構について、哺乳類・鳥類・魚類を中心に得られて
いる研究成果をもとに、卵巣分化過程における CYP19 の働きと、その転写調節に関




 第 2 章では、卵巣分化過程に関与していると考えられる遺伝子の発現解析について
示している。ツチガエルにおいて FoxL2  cDNA 配列は得られていなかったため、最初




生過程における発現をリアルタイム RT-PCR 法を用いて解析した。SF-1 は卵巣分化
の開始時期 st.25~Ⅲにおいて、雌雄差は見られなかったが、CYP19 ,  FoxL2 ,  Sox3 に
ついては生殖腺の形態的分化の起こる前の時期 st.25 からすべての段階で雌生殖腺に
強い発現を示すことが明らかとなった。さらに in situ hybridization法により、CYP19
と Sox3 について、 st.I の生殖腺で発現解析を行ない、共に雌生殖腺の体細胞に見ら
れた。リアルタイム RT-PCR 法により、FoxL2 及び Sox3 が CYP19 と同様に卵巣分
化に先立って雌生殖腺において強い発現が見られ、特に Sox3 については in situ  
hybridization法により、st.I雌生殖腺の体細胞において CYP19と共発現をしていた。
このことから、Sox3 と CYP19 の相互作用が期待された。  
 第 3 章はツチガエルゲノム DNA ライブラリーの作製と CYP19 遺伝子のスクリーニ
ングについて述べている。CYP19 の転写調節機構を解析するにあたり、そのプロモー
タ領域の単離は不可欠であるため、ゲノム DNA ライブラリーの構築を行なった。ゲ








る段階的スクリーニングを行ない、最終的に CYP19 標的配列を含むゲノム DNA クロ
ーンを得ることに成功した。得られたクローンは約 40 kbp のゲノム DNA 断片を含み、




ン (第 2 エクソン )以下を共通で持つ。さらに、卵巣型 CYP19 は第 2 エクソンを転写開
始点としており、第 1 エクソンを持たない。ツチガエルで既に単離されていた CYP19 
cDNA は卵巣由来のものであり、その転写開始点と翻訳開始点が同一のエクソンであ
ったことから、このエクソンを第 2 エクソンとした。また、脳において CYP19  cDNA
の単離を試みたところ、卵巣型 CYP19 よりも長い 5’非翻訳領域が得られた。この領
域を得られた CYP19 遺伝子断片において検索したところ、第 2 エクソンの上流 11.8 
kbp の位置に存在することがわかったため、このエクソンを第 1 エクソンとした。本
研究では卵巣型 CYP19 の転写調節機構に注目しているため、第 2 エクソンの上流 17.8 
kbp について、SF-1, FoxL2, Sox3 の DNA 認識配列を検索した。その結果、SF-1 結
合サイトが 3 箇所、FoxL2 結合サイトが 4 箇所、Sox3 結合サイトが 4 箇所存在する
と推定された。  
 第 4 章では、得られた CYP19 プロモータの解析について、転写因子との相互作用
を中心に述べている。CYP19 の第 2 エクソンの上流 -2730 bp をプロモータコンスト
ラクトとして用い、 SF-1,  FoxL2, Sox3 の各転写因子の転写促進効果について検討し
た。その結果、SF-1 では転写促進が殆ど見られなかったのに対し、FoxL2 で 2.2 倍、
Sox3 で 5.5 倍の促進が見られた。そこで特に促進効果の強かった Sox3 に注目し、
CYP19 プロモータの長さを変え転写量を調べた。その結果、プロモータの長さを -187 
bp まで削除しても転写量が変わらないことが確認された。CYP19 の第 2 エクソンの
上流 -187 bp までの間には、Sox3 結合サイトが -53 bp の位置に 1 箇所推定された。そ
こで、この領域を変異させたプロモータコンストラクトを作製して解析をしたところ、
Sox3 による促進効果が消失した。さらに Sox3 について、その内部にある DNA 結合
領域の HMG-box を欠失した変異タンパク質を合成する発現ベクターを構築し、同様
に CYP19 プロモータとの相互作用を調べたところ、促進効果が失われることが分か
った。以上のことから、Sox3 はその HMG-box によって CYP19 プロモータの -53 bp
に存在する Sox3 結合サイトに結合し、CYP19 の転写を促進することが示された。Sox3
遺伝子は性染色体上に存在することが分かっていたので、その塩基配列について比較







Sox3 タンパク質には機能的な差が無いことが推測された。  
 第 5 章では、CYP19 遺伝子の転写調節における cAMP の影響について述べている。
ヒトやマウスを用いた研究から、cAMP が CYP19 の転写調節に重要な役割をしている
こ と が 既 に 報 告 さ れ て い る 。 ツ チ ガ エ ル CYP19 プ ロ モ ー タ 上 に お い て も
cAMP-response element (CRE)が 4 箇所推定されており、 cAMP による CYP19 の転
写調節が推測された。そこで、CYP19 プロモータ -2730 bp を用いてプロモーター解
析を行なったところ、 cAMP を培地に加えることでその転写活性が約 1.5 倍に上昇す
ることが明らかになった。生殖腺における cAMP シグナル経路の上流には濾胞刺激ホ
ルモン受容体 (FSHR)及び黄体形成ホルモン受容体 (LHR)の存在が予想されるので、そ
れらの cDNA 配列の単離を試みた。この結果、FSHR では 1168 bp、LHR では 794 bp
の cDNA 部分配列が得られ、それぞれ 389 残基、264 残基のアミノ酸配列が推定され
た。得られた配列をもとにそれぞれに特異的なプライマーを作製して発生過程の生殖
腺における発現をリアルタイム RT-PCR 法で解析した。その結果、LHR の発現に雌雄
差が見られなかったが、FSHR は CYP19 ,  FoxL2 ,  Sox3 と同様、生殖腺が形態的に分
化する以前の st.25 から雌生殖腺において強い発現が見られた。このことから FSHR
は cAMP 経路を介して CYP19 遺伝子の転写を調節している可能性が示唆された。  
 第 6 章では、本研究で得られた結果をもとに、卵巣分化過程における CYP19 遺伝
子の転写調節機構について考察している。本研究において、Sox3 は生殖腺の形態分化
に先立って、CYP19 と同様に雌生殖腺において強く発現することを明らかにした。加
えてプロモータ解析において、Sox3 は CYP19 遺伝子の転写を促進することを明らか
にした。これらの結果から、Sox3 は CYP19 遺伝子の発現を調節することで卵巣分化
に重要な役割を持っている可能性を世界で初めて示した。また、この遺伝子は Z 及び
W 性染色体上に存在しているので、Z 型及び W 型 Sox3 遺伝子について比較検討を試
みた。この結果から、性染色体上の Sox3 遺伝子から発現する Sox3 タンパク質には機
能差が無いことが推測された。今後、性染色体上の Sox3 遺伝子のプロモーターをそ
れぞれ単離し、その配列とプロモータ活性について検討していく必要がある。この他
にプロモーター解析において、FoxL2 で 2.2 倍、cAMP で 1.5 倍の CYP19 遺伝子の転
写促進効果を確認した。また、発生過程における発現解析では FoxL2 ,  FSHR とも
CYP19 と同様に生殖腺の形態分化に先立って、雌生殖腺に強く発現することが示され
た。従って、Sox3 だけでなく FoxL2 ,  FSHR などの因子も関わって、CYP19 遺伝子の
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